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Abstract  
Candidiasis is an opportunistic fungal infection caused by Candida yeasts. In Brazil, C. tropicalis is the second most frequently isolated microorganism 
after C. albicans. The arising of strains resistant to conventional antifungal agents has increased the search for new alternatives from natural products, 
especially essential oils. This research investigated essential oil activity against strains of C. tropicalis by disk diffusion method. The minimum inhibitory 
concentration (MIC) and minimum fungicidal concentration (MFC) were also determinate. In the disk diffusion, the essential oils of Cinnamomum 
zeylanicum, Eugenia caryophyllata and Origanum vulgare had the highest inhibition zones values. MIC and MFC values of E. caryophyllata essential oil 
were 512 and 1024 µg/mL, respectively. MIC and MFC amphotericin B values were identical (2 µg/mL). Therefore, it was concluded that  E. 
caryophyllata essential oil has strong antifungal activity and may be subject to further studies. 
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Resumen 
La candidiasis es una infección fúngica oportunista causada por levaduras del género Candida. En Brasil, la especie C. tropicalis esta siendo aislada 
frecuentemente, es el segundo microorganismo más aislado después de C. albicans. La aparición de cepas resistentes a los antifúngicos convencionales ha 
aumentado la búsqueda de nuevas alternativas provenientes de productos naturales, especialmente los aceites esenciales. En este estudio se investigó la 
actividad de los aceites esenciales contra las cepas de C. tropicalis, utilizando el método de difusión en disco, la concentración inhibitoria mínima (CIM) y la 
concentración fungicida mínima (CFM). En el método de difusión en disco, con los aceites esenciales de Cinnamomum zeylanicum, Eugenia caryophyllata y 
Origanum vulgare se obtuvieron mayores valores de inhibición. La CIM y CFM del aceite esencial de Eugenia caryophyllata fueron 512 y 1024 µg/mL, 
mientras que los de la anfotericina B fueron idénticos, 2 µg/mL. Por lo tanto, se puede concluir que el aceite esencial de E. caryophyllata tiene potente 
actividad antifúngica y puede ser objeto de nuevos estudios sobre esta actividad. 
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INTRODUCCIÓN 
Levaduras del genero Candida están frecuentemente 
presentes en humanos de forma comensal, 
especialmente en la composición de la microbiota 
normal de la piel y de mucosas, como en la cavidad 
bucal, en tractos gastrointestinales y en la vagina, 
estando en equilibrio con la microbiota normal y con 
el sistema inmune del hospedero (Wroblewska et al., 
2002; Schofield et al., 2003; Tavanti et al., 2004; 
Shinobu et al., 2007). Sin embargo, determinados 
factores sugeridos para llevar a cabo las alteraciones 
del estado fisiológico o inmune del hospedero pueden 
favorecer el cambio de estado comensal de estas 
levaduras hacia un estado patogénico, haciéndoles 
capaces de causar desde infecciones superficiales de 
las mucosas o, en algunos casos, hasta infecciones 
sanguíneas diseminadas  (Colombo et al., 2006; 
Vinsonneau et al., 2009; Bruder Nascimento et al., 
2010). 
Las candidiasis son infecciones fúngicas, 
predominantemente endógenas y de carácter 
oportunista, causadas por levaduras pertenecientes al 
género Candida, resultando únicamente en un número 
reducido de éstas, comprobadamente asociadas al 
proceso patológico humano, destacándose: C. 
albicans, C. tropicalis, C.parapsilosis, C. glabrata, C. 
krusei, C. kefyr, C. lusitaniae, C. rugosa, C. 
guilliermondii e C.dubliniensis (Bruder-Nascimento et 
al., 2010; Colombo y Guimarães, 2003) 
Candida tropicalis es una de las especies de 
Candida no albicans, que prevalece, principalmente, 
en América Latina (Pfaller et al., 2000). En América 
del Sur y, específicamente en Brasil, se encuentra 
como el segundo o tercer agente más frecuente aislado 
en Infecciones de Corriente Sanguínea (ICS) (Pfaller 
et al., 2000; Godoy et al., 2003; Antunes et al., 2004; 
Almirante et al., 2005; Cheng et al., 2005; Colombo et 
al., 2006; Nucci y Colombo, 2007). La misma presenta 
un considerable potencial biológico como agente 
oportunista en pacientes con cáncer, leucemia y 
neutropenia (Wingard, 1995; Nucci et al., 1998; 
Almirante et al., 2005; Colombo et al., 2006; Nucci y 
Colombo, 2007). Al contrario de C. albicans, el 
descubrimiento de C. tropicalis está frecuentemente 
asociado al desarrollo de infecciones fúngicas 
sistémicas (Zaugg et al., 2001), a pesar de que 
diversos determinantes de virulencia sean compartidos 
entre estas dos especies. 
El aumento de la resistencia fúngica a las 
drogas clásicas, sus acciones indeseadas y el alto costo 
del tratamiento, justifican la investigación de nuevas 
estrategias. El uso de plantas en los tratamientos de 
infecciones está siendo demostrado a lo largo de la 
historia humana.  (Rates, 2001; Bansod y Rai, 2008; 
Saad et al., 2010). 
Dentro de las varias clases de compuestos 
aislados de plantas con propiedades antimicrobianas, 
los aceites esenciales son uno de los grupos de 
compuestos naturales más prometedores, reconocidos 
por presentar una actividad contra un gran número de 
microorganismos, incluyendo especies resistentes a los 
antibióticos y antifúngicos (Lima et al., 2006; Castro y 
Lima, 2010; Saad  et al., 2010; Pereira et al., 2011).  
El aceite esencial de hojas de Eugenia 
caryophyllata Thunb. es ampliamente utilizado y muy 
bien conocido por sus propiedades medicinales. Posee 
innumerables actividades descritas: antiséptica, 
analgésica, antibacteriana, antifúngica, anestésica y 
antimutagénica, entre otras (Kouidhi et al., 2010; 
Friedman et al., 2002; Gayoso et al., 2005; Alqareer et 
al., 2006; Miyazawa y Hisama, 2001). 
Syzygium aromaticum, Eugenia caryophyllata, 
Eugenia aromaticum y Eugenia caryophyllus son 
sinónimos.  Existen solamente pequeñas diferencias 
entre estas especies, pudiendo ser consideradas como 
esencialmente la misma. (Schmid, 1972; Burt y 
Reinders, 2003; Pinto et al., Daniel et al., 2009; 
Milind y Deepa, 2011). 
El aceite proveniente del clavo de la India está 
compuesto por diferentes constituyentes, siendo el 
eugenol el principal, variando de 49-87%, β-
caryophyleno (4–21%) y acetato de eugenol (0.5–
21%) en pequeñas cantidades de α-humuleno, además 
de otros constituyentes (Alma et al., 2007). 
Desde esta perspectiva, el objetivo de este 
estudio fue evaluar la actividad antifúngica del aceite 
esencial de Eugenia caryophyllata, conocido 
popularmente como clavo de la India sobre cepas de 
Candida tropicalis, procedentes de aislados clínicos.  
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
Cepas fungicas 
La cepa estándar ATCC 13803 fue adquirida de la 
recopilación del laboratorio de Micologia de la 
Universidad Federal de la Paraíba y los aislados 
clinicos fueron obtenidos del Prof. Dr. Everardo 
Albuquerque Menezes de la Universidad Federal del 
Ceará, Brasil.  
 
Aceites esenciales 
Los aceites fueron adquiridos en la Indústria  
FERQUIMA, São Paulo.  
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Análisis del aceite esencial 
El aceite esencial fue analizado mediante un 
cromatógrafo de gases (CG) acoplado a un 
espectrómetro de masas (EM) (CG-EM-Schimadzu 
QP-5050A) instrumento equipado con un CG 
Schimadzu 17A. Columna capilar de sílice fundida 
con 30 m x 0.25 mm, con 0,25 µm  de espesor de 
película. El helio fue utilizado  como gas  portador a 
0,9 mL/min, con presión de entrada de 48,9 psi. La 
temperatura inicial de la columna fue de 60° C y se 
aumentó a 240° C, a razón de 3° C/min y se mantuvo a 
240° C durante 10 minutos. Para detección de CG-EM 
fue utilizado el sistema de energía de ionización de 70 
eV. Las muestras fueron diluidas 1/1000 (v/v) en 
hexano y se inyectó 1,0 µL en el modo de splitless 
(Adams, 2001). Los compuestos fueron indentificados 
por comparación  de sus patrones de fragmentación 
reportado en los espectros de masas con los presentes 
en la biblioteca de espectrómetros de masas 98 NIST 
(Instituto Nacional de Estándares y Tecnología, 
EE.UU.) y con los informes de la literatura. La 
cuantificación de los componentes se basó en el 
porcentaje de área del pico de cada componente en 
relación con la superficie total de todos los picos 
estandarizados en el cromatograma. 
 
Ensayos de actividad antifúngica 
Screening microbiológico 
Fue utilizada la técnica de difusión en agar con discos 
de papel de filtro estéril  (Lima et al., 1993). Se usaron 
20 ml de Agar Sabouraud Dextrosa (ASD), fundido a 
45º C, que fue asépticamente mezclado con 1 ml de la 
suspensión fúngica (1 x 10
6
 Unidades Formadoras de 
Colonias - UFC/mL) en placas petri de 90 mm x 15 
mm. Después de la solidificación del medio, un disco 
de papel empapado con 10 µl del aceite esencial in 
natura fue colocado en la superficie del medio  de 
cultivo, en el centro de la  placa. 
Se incubó a 28º C durante 24 a 48 horas, 
posteriormente, se realizó la lectura, registrando el 
diámetro de los halos de inhibición. Las pruebas se 
realizaron por duplicado. La actividad antimicótica de 
los aceites esenciales se consideró positiva cuando los 
halos de inhibición alcanzaron valores mayores o 
iguales a 10 mm de diámetro, por lo menos, en el 50% 
de todas las cepas probadas (Souza et al., 2007). 
 
 
 
 
 
Determinación de la concentración inhibitoria 
mínima (CIM)   
Se determinó por la técnica de microdilución en caldo 
en microplacas con 96 pocillos de fondo en “U” (Ellof, 
1998; Souza et al., 2007).  Se obtuvo el inóculo del 
cultivo de C. tropicalis en crecimiento exponencial, 
donde se tomó una alícuota, suspendiendo ésta en 
NaCl estéril 0,9%, después ajustando a 0,5 McFarland 
(lo que corresponde a aproximadamente 1,5x10
6
 
UFC/ml), y utilizándose para inocular las microplacas. 
En una microplaca de 96 pozos se adicionó caldo 
sabourand dextrosa y el aceite esencial de E. 
caryophyllata, donde se realizaron diluciones seriadas 
(1:2) con un rango de concentraciones de 1024 hasta 1 
µg/ml. Más tarde, fue adicionado el inóculo. Se incubó 
a 37º C durante 24 a 48 horas, inmediatamente se 
realizó la lectura y pudo observarse el crecimiento 
fúngico. La concentración inhibitoria mínima (CIM) 
es definida como la mínima concentración de un AE 
que inhibe el crecimiento visible de un hongo.  
 
Determinación de la Concentración Fungicida 
Mínima (CFM)  
Una alícuota de 20μL de cada pozo sin crecimiento 
fúngico (CIM, CIM x 2, CIM x 4) fue cultivada en una 
placa con ASD. Seguidamente, se incubó a 35 - 37° C 
durante 24 horas. La CFM fue considerada como la 
menor concentración sembrada en ASD donde hubo 
un crecimiento menor de 3 unidades formadoras de 
colonias (UFC) (Klepser et al., 1998; Ernst et al., 
1999; Correa-Royero et al., 2010). 
 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
El análisis por CG-EM resultó en la identificación de 
18 componentes (Tabla 1). Entre los fitoquímicos, 
eugenol (74%), humuleno (9,9%), -cadinene (4,7%) y 
Trans-β-cariofileno (4,2%) son los principales 
componentes del aceite esencial de E. caryophyllata, 
otros estudios indican al eugenol como fitoquimico 
mayor, sin embargo, hay variación en la cantidad de 
los otros componentes (Ayoola et al., 2008; Alma et 
al., 2007; Chaieb et al., 2007; Prashar et al., 2006).  
El valor del halo de inhibición de los aceites 
esenciales in natura se muestra en la Tabla 2. Sólo los 
aceites esenciales de Lavandula officinalis (alfazema), 
Cymbopogon winterianus  (citronela), 
Myracrodruon urundeuva (aroeira) y Zingiber 
officinalis (jengibre) no mostraron actividad frente a 
las cepas de C. tropicalis, ya que el valor mínimo de la 
zona de inhibición para presentar esta actividad es de 
10 mm. 
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Tabla 1 
Los compuestos identificados en el aceite esencial de las hojas de E. caryophyllata utilizando CG-EM 
 
Picos Tiempo de retención 
(min) 
Compuesto Índice de retención % en la formulación 
1 5,625  α-Pineno 939 0,1 
2 8,522  Eucaliptol 1033 1,0 
3 11,008  Linalol 1098 0,1 
4 22,767  Eugenol 1356 74,2 
5 25,524  Trans-β-cariofileno 1418 4,3 
6 27,067  Humuleno 1456 9,9 
7 27,552  Germacrene-D 1480 0,9 
8 28,552 Valenceno 1491 0,7 
9 28,881  Farneseno 1509 0,5 
10 29,609 δ-Cadineno 1524 4,7 
12 30,858 Sage óxido 1552 0,4 
13 31,325  Palustrol 1557 0,5 
14 31,815  Óxido de 
cariofileno 
1581 1,8 
15 32,854  Óxido de humuleno 1600 0,9 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 2 
Valores del diámetro de la zona de inhibición del crecimiento fúngico (mm) producida por los aceites esenciales contra la cepas de 
C. tropicalis 
Aceites 
Esenciales CT1 CT5 CT6 CT10 CT12 CT17 CT18 CT19 CT20 CT22 
Cinnamomum 
zeylanicum  48 34 50 41 50 42 40 38 44 30 
Coriandrum 
sativum 12 20 10 20 26 10 25 32 29 26 
Cymbopogon 
winterianus  6 10 6 6 10 10 6 6 10 10 
Cymbopogon 
citratos 20 15 15 18 15 16 15 15 15 0 
Eugenia 
caryophyllata 40 48 55 39 54 25 30 39 36 26 
Lavandula  
Officinalis 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 
Myracroduon 
urundeuva 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 
Origanum 
vulgare 45 50 42 42 48 42 25 42 40 49 
Origanum 
majorana 10 18 0 20 15 15 10 0 10 10 
Zingiber 
officinale 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 
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Los aceites esenciales de Cinnamomum 
zeylanicum (canela), Eugenia caryophyllata (clavo) y 
Origanum vulgare (orégano) presentaron la mayor 
actividad antifúngica, con halos de 42, 39 y 43, 
respectivamente (Figura 1). 
Kouidhi et al., (2010) reportaron la efectividad 
de AE de E.caryophyllata para inhibir el crecimiento 
de 114 bacterias y 46 levaduras, que son patógenos 
orales a través del método de difusión en disco. 
 
Figura 1 
Actividad antifúngica de los aceites esenciales sobre las cepas de C. tropicalis CT 18 e CT 22 
     
1- L. officinalis, 2- C. winterianus , 3- C. citratus, 4- C. zeylanicum, 5- E. caryophyllata, 6- O. vulgare, 7- C. sativum, 8- 
O. majorana, 9- M. urundeuva, 10- Z. officinale. 
 
Fu et al., (2007) encontraron que el AE de 
clavo inhibió el crecimiento de bacterias gram 
positivas y negativas, con halos que van desde 9,5 
hasta 19,5 mm y también inhibió el desarrollo de las 
cepas C. albicans y Aspergillus niger, con halos de 
inhibición de 32 y 40 mm, respectivamente, medida 
semejante a la obtenida en este trabajo. Bansod y Rai 
(2008) mostraron actividad antifúngica de AE en 
cepas A. fumigatus y A. niger.  
Los aceites esenciales de clavo de la India 
procedentes de dos regiones diferentes (Sri Lanka y 
Zanzíbar) mostraron actividad antimicrobiana frente a 
los hongos y bacterias seleccionadas sin diferencias 
significativas (Nzeako et al., 2006). 
Varios estudios han demostrado el potencial 
antimicrobiano de los aceites esenciales, utilizando 
diferentes técnicas adaptadas del antifungigrama, 
como difusión en disco y la técnica de dilución en 
caldo. Sin embargo, la técnica de microdilución ha 
proporcionado mejores resultados (Lambert et al., 
2001; Hood et al., 2003; Arango et al., 2004; Baydarh 
et al., 2004; Busatta, 2006). 
 
Determinación de la CIM y CFM  
El aceite de E. caryophyllata mostró fuerte 
actividad antifúngica contra las cepas evaluadas, la 
CIM 100% fue 512 μg/mL y la CFM fue 1024 μg/mL 
(Tabla 3). 
El método de referencia para la técnica de 
micro dilución en levaduras es descrito por el National 
Committee for Clinical Laboratory Standards 
(NCCLS), no obstante, esto no puede ser seguido 
estrictamente para evaluar la actividad antimicrobiana 
de los aceites esenciales, ya que las propiedades 
químicas de estos productos naturales difieren de 
aquellas presentadas por las substancias para las que la 
norma fue estandarizada.  
Por lo tanto, se reprodujeron protocolos con 
las modificaciones necesarias para los aceites 
esenciales, pues son volátiles, insolubles en agua, 
viscosos y complejos (Castro et al., 2010; Nascimento 
et al., 2007; Scorzoni et al., 2007; Hadacek; Greger, 
2000). 
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Nzeako y Lawati (2008) determinaron la CIM 
del AE del clavo de la India sobre cepas de C. 
albicans. La CIM varía desde 1000 hasta 2500 μg/ml, 
mientras la CFM fue 2500 μg/ml, valores mayores a 
los encontrados en este estudio. 
 
Tabla 3 
Valores de CIM y CFM del aceite esencial de E. caryophyllata y anfotericina B frente a cepas de C. tropicalis 
Cepas        E. caryophyllata           Anfotericina B 
 CIM  
(µg/mL) 
CFM 
(µg/mL) 
CIM 
(µg/mL) 
CFM 
(µg/mL) 
ATCC 13803 512 1024 2 2 
CT1 512 1024 2 2 
CT5 512 1024 2 2 
CT6 512 1024 2 2 
CT10 512 1024 2 2 
CT12 512 1024 2 2 
CT17 512 1024 2 2 
CT18 512 1024 2 2 
CT19 512 1024 2 2 
CT22 512 1024 2 2 
CT23 512 1024 2 2 
CT27 512 1024 2 2 
CT29 512 1024 2 2 
CT31 512 1024 2 2 
CT33 512 1024 2 2 
CT34 512 1024 2 2 
CT36 512 1024 2 2 
CT37 512 1024 2 2 
CT38 512 1024 2 2 
CT44 512 1024 2 2 
 
De acuerdo con los criterios esgrimidos por 
Sartoratto et al., (2004), los aceites esenciales con 
CIM entre 50 y 500 μg/ml son considerados de fuerte 
actividad antimicrobiana, teniendo una CIM entre 600 
y 1500 μg/ml, mostrando una actividad moderada y un 
CIM mayor de 1500 μg/ml debe considerarse con 
actividad baja. 
Por lo tanto, se puede considerar que el AE de 
E. caryophyllata tiene fuerte actividad antimicrobiana, 
ya que la CIM fue 512 μg/ml. 
Pinto et al., (2009) determinaron la CIM y 
CFM del AE de S. aromaticum y de su principal 
fitoquímico, el eugenol, sobre cepas de Candida, de 
dermatófitos y de aspergillus, utilizando el método de 
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la macrodilución. La CIM de las cepas de C. albicans, 
C. krusei, C. tropicalis, C. glabrata y C. parapsilosis 
varió de 0,32 a 0,64 µL/ml, la CFM osciló entre 0,64-
1,25 µL/ml, los hongos dermatofitos fueron más 
sensibles, la CIM del clavo fue de 0,08-0,16 µL/ml y 
el CFM varió de 0,16 a 0,32 µL/ml. Sobre las cepas de 
aspergillus el rango de la CIM fue 0,32-0,64 µL/ml y 
el CFM igual a 1,25 µL/ml.  
La CIM del eugenol fue muy similar a la CIM 
del AE en todas las cepas, enfatizando lo que se ha 
relatado previamente, de que la actividad 
antimicrobiana del aceite esencial se atribuye, 
principalmente, al eugenol, ya que es un compuesto 
fenólico y ha sido descrita esa actividad en la literatura 
(Pinto et al., 2009; Ayoola et al., 2008; Nzeako et al., 
2006; Burt, 2004).  
La falta de estandarización de las pruebas de 
sensibilidad a los antimicrobianos ha sido una de las 
dificultades encontradas para lograr ese tipo de 
estudio, impidiendo la comparación de los resultados 
logrados con los relatados en la literatura (Hood et al., 
2003). 
La acción de los aceites esenciales contra las 
bacterias gram positivas y hongos parece ser simi-
lar. Los componentes de los AE desestabilizan la 
membrana citoplasmática,  derivando en una pérdida y 
coagulación de su citoplasma, e, incluso, inhiben la 
respiración celular (Giordani et al., 2004; Cox et al., 
2000). 
 
CONCLUSIÓN 
Considerando la importancia clínica y epidemiológica 
representada por las candidiasis causadas por C. 
tropicalis, se puede concluir que este aceite es una 
fuente importante de sustancias con fuerte actividad 
antifúngica, que podría ser usado como una nueva 
herramienta terapéutica para el tratamiento de las 
infecciones fúngicas. Sin embargo, son necesarios más 
estudios sobre esta actividad. 
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